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چکیده 


به‌منظور شناسایی گروه‌های مختلف تاکسونومیکی رایزوکتونیا بیماریزا در لوبیاقرمز, از گیاهان آلوده به اين بیماری با 
علایم شانکر ريشه و ساقه در استان خراسان شمالی طی سال ۱۳۹۳ نمونه‌برداری صورت گرفت. پس از کشت بافت‌های 
آلوده,۲ ۲جدایه رایزو کتونیا به‌دست آمد. شناسایی جدایه‌ها با استفاده از روش‌های مبتنی بر ریخت‌شناسی و همچنین به 


روش مولکولی انجام شد که ٩‏ ۲جدایه متعلق به گونة 501670 62/20010710 چندهسته‌ای و سه جدایه رایزو کتونیاهای 
دوهسته‌ای بودند. برای شناسایی دقیق گروه‌های تاکسونومیکی 3013 10 ار آنالیز ۳0-۳ استفاده شد. ناحیه 
5 از ۲۲۱۸ توسط دو آغازگر اختصاصی گونه 50/07 .7 به نام‌های 51 و 584 تکثیر و محصول آن توسط 
آنزیم‌های 1و 1 مورد هضم آنزیمی قرار گرفت و9 گروه و زیر گروه‌های آناستوموزی تعیین شدند. از ٩‏ جدایه 
فوق ۱۷جدایه متعلق به ۳10-1 ۸4 و ۱۲ جدایه ۳10-11 ۸6:4 شناسایی شدند. آزمایشات بیماریزایی بر روی لوبیاقرمز 
رقم ناز نشان داد. که جدایه‌های. زایزو کتونبای ذوهسته‌ای از توان بیماربزایی کمتری بر روی ربشه و ساقه گیاه, میزبان 
برخوردارند. شدت بیماریزایی زیرگروه‌های آناستوموزی 110-1 ۸04 و 110-11 ۸0 تقریبا در یک سطح بود. این اولین 
گزارش از تعیین وضعیت دقیق تاکسونومیکی و بیماریزایی جدایه‌های قارچ رایزو کتونیای به‌دست‌آمده از مزارع لوبیا در 


واژه‌های کلیدی: شناسایی گروه تاکسونومیکی, ملک( ما۱ ساهعدهبا ناموت11۵۳۵ 


مقدمه 

بیماری‌های رایزوکتونیایی لوبیا انتشار جهانی داشته و 
شامل مرگ گیاهچه قبل و بعد از سبزشدن, شانکر ريشه و 
ساقه و سوختگی اندام هوایی گیاه می باشند -1>652۷277) 
(2010 .۵1 ۵ 6۲6۷ :2015 ,12۳061 ک ۰1010 هنگامی 
که گیاهان لوبیا دچار تنش هستند. با به‌ویژه بر اثر حملة 
نماتدهای گال ریشه آسیب دیده باشند. شانکر رایزوکتونیایی 
ربشه و ساقه بسیار شدید می شود. عامل این بیماری قارچ 
خاکزاد چندهسته‌ای ططناک ۶0/07 .۲ می‌باشد که فرم 
جنسی آن (ظ۲:۵ .5 .ض) کزعسعیت کی متاو1:0۳0۵1 
است ,]۵ 61 21012 60۳2۵167 :1996 ,عصتاته)) 
(2006. 

3 .۲ به‌عنوان یک بازیدیومیست خاکزاد که دامنة 
میزبانی وسیعی دارد و گیاهان زراعی و غیرزراعی متعددی را 
مورد حمله قرار می‌دهد. تاکنون بسیار مورد بررسی قرار گرفته 


*نویسنده مسئول: مشهد. دانشگاه فردوسی مشهد. دانشکده کشاورزی؛ گروه 
گیاه‌پزشکی» کدپستی: ٩۱۷۷۹۴۸۹۷۸‏ 00.26.1۲ ۵) 2-120611 


۱۳۲ 


است. با وجود مطالعات زیاد هنوز زوایای مختلف بیولوژی و 
تا کسونومی‌قارچ 501070 .۲ ناشناخته است و به‌عنوان یک گونه 
پیچیده شناخته شده است (1997 ,۷1۱۱۵۵۱۷۹ > 061۵)). 
در قارچ نکروتروف 50107 .1 مجموعه ای از گروه‌های درون 
گونه ای همگن وجود دارند که به وسیلة واکنش آناستوموز 
هیفی بین ایزوله‌ها از یکدیگر متمایز می‌شوند و گروه‌های 
آناستوموزی (۸5 :00۲05 ۸026]0۳00515) نام دارند. 
جدایه‌های هر گروه آناستوموزی فقط قابلیت اناستوموز با 
ایزوله‌های دیگر از همان گروه اناستوموزی را دارا می‌باشند. 
تاکنون ۱۴گروه آناستوموزی شامل ۸01-۸013 و ۸0۳ 
برای 50107 .2۲ توصیف شده است ( :1996 ,عطلاتم) 
6 .۸ 1 02۳018 00781672)). برخی از گروه‌های 
آناستوموزی دامنه میزبانی وسیعی دارند درحالی‌ که برخضی 
دیگر بسیار اختصاصی عمل می‌کنند. همچنین یک گونة گیاهی 
می‌تواند میزبان چندین گروه آناستوموزی باشد ( :1996 ,۳۲۵۲۲ 
6 .4 1 270132 0822167). بعضی از گروه‌های 
آناستوموزی شامل چند زیرگروه موسوم به گروه‌های وبژه 
داخلی (1505 :00005 1011250601116) می‌باشند که این 
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زیرگروه‌ها از نظر دامنة میزبانی» نیازهای غذایی. خصوصیات 
مورفولوژیکی. مولکولی و بیوشیمیایی با یکدیگر متفاوت 
هستند. زیر گروه‌های هر گروه آناستوموزی از نظر ژنتیکی توسط 
روش‌های مولکولی از یکدیگر متمایز می‌شوند. ولی از طربق 
آناستوموز هیفی تفکیک آن‌ها امکان‌پذیر نمی‌باشد ( 00602)) 
#۶ (9۵ :2015 متتعطه1 عک تطقصصنتانظ :2002 .اه 61 
1 ,./» به‌وجودآمدن روش‌های مولکولی سبب شده که این 
روش‌های جدید جایگزین روش‌های قدیمی‌تر مطالعة جمعیت 
های رایزو کتونیا شوند (1996 ,05ع0). 

در لوبیاء. گروه‌های آناستوموزی (1۷ ,1]18) ۸02-2 
و۸04 (]۳0-1 ,710 ,[-۳10) به‌عنوان عامل بیماری 
پوسیدگی طوقه و ريشه در نواحی مختلف کشت لوبیا در دنیا 
گزارش شده اند :2006 .۵ 6 27618 0087۵167 
(2010 ,.۵ 61 ۱6۲۵۲ 2003 ,./4 61 اناهحصع0111 . درحالی 
که بیماری سوختگی اندام هوایی لوبیا عمدتاً در اثر جدایه‌های 
۸01-۸ و 01-18 (2005 واه ۶ مانآ-0000) و 
-۳0 204 (2007 ع۷20) ایجاد می‌شود. در ایران 
جدایه‌های این قارج متعلق به گروه آناستوموزی ۸4 در 
مزارع لوبیای استان اصفهان شناسایی شده‌اند > 1۵1ظ) 
.(2004 ,160۷۷7۹211 تاکنون مطالعات دقیقی درمورد شناسایی 
گروه‌های مختلف تاکسونومیکی 50/07 .6 عامل بیماری 
پوسیدگی و شانکر ساقه. طوقه و ريشه لوبیا در ایران انجام 
نشده است. با توجه به دامنه میزبانی متفاوت گروه‌های مختلف 
تاکسونومیکی 0/07 .۷ شناسایی دقیق گروه‌ها و زیر گروه‌های 
آناستوموزی این قارچ مخرب در مدیریت موثر این بیماری 
بسیار حائز اهمیت است. 

شناسایی سطوح مختلف تاکسونومیکی جنس رایزوکتونیا 
به کمک روش‌های مولکولی انجام شده است. نتایج بررسی‌های 
مولکولی محدودة گروه‌های آناستوموزی را تأیید و مشخص 
کرده است و پیشرفت قابل‌ملاحظه ای در تشخیص 1505 
به‌عنوان واحدهای اساسی طبقه‌بندی درون گروه‌های مختلف 
آناستوموزی رایزوکتونیا صورت گرفته است. معتبرترین دیدگاه 
هاپیرامون ۸ و 190 از مطالعات مربوط به طبقه‌بندی 
مولکولی حاصل شده است. روش‌های مولکولی که تابه حال 
جهت بررسی تاکسونومیکی رایزوکتونیا به کار رفته‌اند شامل 
آیزوزایم‌ها هیبریداسیون 1۲۸/۲۲۸ آن‌الیز 1٩۳],‏ 
نشانگرهای مولکولی بر پایة 7 و توالی یابی 12۸ می‌باشد 
(1994 بداءطایت ‏ ۷11221۷5). توالی‌هایی از 1۸۸ که 
۸ ریبوزومی را کد می‌کنند. نواحی مناسبی جهت بررسی 
روابط فیلوژنتیکی و تاکسونومیکی بین قارچ‌ها به‌حساب می 
آیند. در قارچ‌ها ژن‌های مسئول تولید 18۸ ریبوزومی عمدتاً 


۱۳۲ 


در داخل هسته قرار گرفته‌اند. ژن‌های 5۸ ریبوزومی هسته 
ای در دو گروه 185 ویژه زیر واحد ریبوزومی کوچک و 3.85 و 
5 ویژه زیر واحد بزرگ ریبوزوم قرار می‌گيرند. فاصلة بین 
قطعات 185 و 285 توسط دو ناحية فاصله‌ساز داخلی 151 و 
2و یک فطع 5.85 بر شده است: روش‌های مولکولی :بت 
اساس آنالیز توالی ژن‌های مستول تولید 16۷۸ ریبوزومی 
روشی سریع و قابل‌اعتماد برای شناسایی جمعیت‌های ۶ 
03 در سطح ۸ و همچنین شناسایی زیرگروه‌های 
آناستوموزی می‌باشد (2003 ,.۸1 6۶ ]01116020). به‌منظور 
داشتن اطلاعات کامل و دقیق در مورد گروه‌های تاکسونومیکی 
و تنوع جمعیت‌های 0/07 .1 تشخیص گونه‌های مختلف این 
قارچ تنها بر اساس خصوصیات مورفولوژیکی به‌دلیل عدم ثبات 
(2007 ,۵1 ۵۶ ۲96 همچنین تشسخیص گروه‌های 
آناستوموزی از طریق پیوند ریسه احتیاج به صرف زمان و 
تجربة زیادی دارد (2003 .41 # ]۷11161021)). هدف اصلی 
در این بررسی. تفکیک سطوح مختلف تاکسونومیکی شامل 
گونه. گروه آناستوموزی و زیرگروه آناستوموزی قارچ 50/0 7 
بیماربزا در لوبیا بر اساس روش‌های مورفولوژیکی و مولکولی با 
استفاده از آغازگرهای اختصاصی و همچنین کاربرد روش 
۲0-۳۳ برای ناحية زنومی 110۸-175 می‌باشد. در این 
تحقیق بیماریزایی جدایه‌ها نیز بر روی لوبیاقرمز رقم ناز در 
گیاهان چهار هفته‌ای مورد ارزیابی قرار گرفت. 


مواد و روش‌ها 
جداسازی قارج عامل بیماری 

بافت‌های گیاهی آلوده به بیماری رایزوکتونیایی از مزارع 
لوا سای غمده کشت‌ این کباه در آنهان که اسان تفای 
شامل بجنورد. شیروان و فاروج در طی فصل زراعی سال ۱۳۹۳ 
جمع‌اوری گردیدند. بعد از شستشوی سطحی نمونه‌ها با اب 
فراوان. قطعات کوچک به اندازةٌ ۲-۴ میلی‌متر از مرز بین بافت 
سالم و آلودة ساقه, ریشه‌های اصلی و فرعی که علایم شانکر را 
داشتند. تهیه گردید و توسط هیپوکلریت سدیم ۰/۵درصد به 
مدت ۱ تا ۲ دقیقه ضدعفونی‌شدند. سپس سه مرحله شستشو 
در آب‌مقطر سترون انجام شد. هر قطعه پس از خشک‌شدن بر 
روی کاغذ صافی سترون,» بر روی محیط کشت سیب زمینی- 
دکستروز -آگار (۳0۱20-1607056-۸81: ۳۲۸) حخاوی 
آنتی‌بیوتیک کلرامفنیکل قرار داده شد و در انکوباتور تاریک با 
دمای ۲۸درجه سانتی‌گراد نگهداری شد. پس از سه روز محیط 
کشت‌ها مورد بررسی قرار گرفتند و مشخصات میسلیوم مربوط 
به گونه‌های رایزوکتونیا ارزیابی گردید. جهت خالص‌سازی قارچ 


طاهری و درودی؛ بررسی تا کسونومی ../ پژوهش‌های حبوبات ایران| حلد٩‏ شمارها. نیمة اول ۱۳۹۷ 


رایزوکتونیا از روش نوک ریسه در محیط کشت آب-آگار یک 
درصد استفاده شد و سپس با انتقال آن به ۳۳9۸ کشت خالض 
آن تهیه گردید. برای نگهداری کوتاه‌مدت. هر جدایه به محیط 
کشت ۳1۸ انتقال یافت و در دمای ۲۸درجه سانتی‌گراد 
نگهداری شد. پس از رشد کامل و تولید اسکلروت‌ها محیط 
کشت‌ها در دمای چهار درجه سانتی‌گراد نگهداری گردیدند. 


بررسی خصوصیات مورفولوژیکی 

در ابتدا تمام جدایه‌ها از نظر تعداد هسته در سلول‌های 
رنگ آمیزی هسته از سافرانین (1979 ,200001) استفاده شد. 
در این روش در وسط هر لام یک دیسک از پرگنه درحال‌رشد 
قارچ قرار داده شد این لام‌ها در انکوباتور در دمای ۲۶درجة 
سانتی گراد برای ۲-۳ روز نگهداری شدند. سپس در طرفین 
پرگنة قارچ دو قطره معرف رنگی سافرانین ريخته و کمی 
حرارت داده شد. لامل به آرامی بر روی تودهٌ هیف قرار داده شد 
و در بزرگنمایی۴۰۰ شمارش هسته‌ها صورت گرفت. همچنین 
به کمک این رنگ آمیزی و جود دیوارةٌ عرضی بشکهای ارزیابی 
شد. برای اندازه‌گیری قطر ریسه. ابعاد سلول‌های مونيليوئید و 
اسکلروت و همچنین بررسی مورفولوژی پرگنه. هر جدایه بر 
روی سه عدد پتری حاوی محیط کشت شد و در 
انکوباتور با دمای ۲۸درجه سانتی‌گراد نگهداری گردید. پس از 
سه هفته صفات ذکرشده مورد بررسی قرار گرفتند (-۲۵۱۵۵1 
0 , .0 ۰1 25168227؟). برای تعیین گروه‌های آناستوموزی 
جدایه‌های ۶0/07 .به روش (2002) ,اه 6 71102) 
آناستوموز بین ریسه‌های جدایه‌های به‌دست‌آمده از لوبیا و 
جدایه‌های استاندارد هر گروه آناستوموزی مورد بررسی قرار 


استخراج 1۸ 

برای این منظور از محیط کشت‌های ۵ تا ۶ روزةٌ قارچ 
قطعة کوچکی به شعاع پنج میلی‌متر برداشته شد و تحت 
شرایط سترون به ویال‌های ۰ ۵میلی‌لیتری حاوی ۳۰ میلی‌لیتر 
محیط کشت مایع سیب‌زمینی-دکستروز منتقل گردید. سپس 
ویال‌ها در انکوباتور با دمای ۲۸درجة سانتی‌گراد قرار داده 
استخراج 1۸ از کیت استخراج 1۸ شرکت ۳10866۲ 
کشور کره جنوبی استفاده شد. رسوب ۱۱۱۲ استخراج‌شده 
بسته به حجم رسوب در ۲۰ تا ۱۰۰ میکرولیتر بافر 1۳ حل 
شد. جهت تعیین کیفیت 12۸ استخراجی از الکتروفورز در 


ول 


ژل آگارز ۲درصد. با استفاده از بافر (126) ۸۵۳ ]با ولتاز ۰٩ولت‏ 
استفاده شد(2007 ,.]۵ 21 120611) . همچنین جهت تعیین 
کمیت ۸( از اسپکتروفتومتر استفاده گردید. 12۸ نهایتاً 


در فریزر ۲۰- درجه سانتی‌گراد تا زمان مصرف نگهداری شد. 


واکنش زنجیره‌ای پلیمراز (۳68) 

برای تشخیص گونه 50/071 .8 در این تحقیق از 
آغازگرهای اختصاصی این گونه شامل 851 با 
تس والی )0010100۸00101020 و 1564 
(۸21 0002۸010۵۸100۸01 101) در واک نش ۳0۴۶ 
استفاده گردید (2003 ,.۵1 ۶ 0۷111610201)). ارزیابی محصول 
5 در الکتروفورز بر روی ژل آگارز ۱درصد و با استفاده از 
بافر (176) 193 در ولتاژ ۱۲۰ولت برای مدت زمان ۳۰دقیقه 
صورت گرفت. 
تعیین گروه‌های آناستوموزی و آنالیز ۳0-۳1,۳ برای ناحيةً 
۲۱(۱۷۸-5 

برای اطمینان از تشخیص گروه‌های آناستوموزی مشخص 
شده به روش آناستوموز بین ریسه‌هاو همچنین تشخیص 
زیرگروه‌های آناستوموزی از آنالیز چندشکلی ایجادشده در 
ناحية 175 از 101۸ ریبسوزومی (۸-175() جدایه‌های 
مختلف 0/077 .7۲ استفاده شد (2003 .]6 ۶ 0101116199210)). 
در این فرایند ابتدا ناحية ۲۸-175 در واکنش ۳0 تکثیر 
شد. سپس محصول )۳ توسط آنزیم‌های برشی ]۸۲۵1 و 
مورد هضم آنزیمی قرار گرفت. هر یک از واکنش‌های 
۳08-1 در حجم ۲۵میکرولیتر شامل ۰ امیکرولیتر 
محصول ۰۳01 ۲-اواحد آنزيم برشی»۰ امیکرولیتر بافر واکنش 
و ۱۸میکرولیتر آب دوبارتقطیر سترون انجام شد. از دو آنزیم 
برشی ]۸۷1 و ]71/701 به‌صورت همزمان در یک واکنش 
استفاده گردید. در استفاده از آنزیم‌های برش ی ۸۲۵1 و 76[1: 
میکروتیوب‌ها در حمام آب گرم به مدت سه ساعت در دمای 
۷ درجه سانتی‌گراد قرار گرفتند. لازم به ذکر است که 
آنزیم‌های برشی مورد استفاده ساخت شرکت ۳6۲۲۳۳۵۲۵۹6 
بودند. پس از آن میکروتیوب‌ها در فریزر با دمای ۲۰- درجه 
سانتی‌گراد نگهداری شدند. 


بررسی بیماربزایی 

بیماریزایی جدایه‌های 50/070 8 بر روی رقم لوبیا موبیل 
که اش یه وان و عالیه موی باق سوت گرفت. 
ابتدا بذور لوبیا به‌طور مسقیم در گلدان‌های پلاستیکی کشت 
تا که کی سا سای اا خمش اقمی شا رت کر 
ماسه» پرلیت و ورمی کمپوست بود که در اتوکلاو در دمای 
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۱ سدرجه سانتی‌گراد و فشار یک اتمسفر به مدت یک ساعت 
یرون شده بود:.دز هر کلدان. یک پذرلوبیا کشت شده آزمایشن 
در قالب طرح کاملا تصادفی با سه تکرار صورت گرفت. در هر 
تکراره سه گیاه برای مایه‌زنی هر جدایه درنظر گرفته شد. گلدان 
ها در شرایط گلخانه با دمای ۲۰درجه سانتی‌گراد و شرایط 
پر ۱ات وهای هساک یکی تکوتاری نن: 
گیاهان لوبیا چهار هفته پس از سبزشدن برای مایه‌زنی مورد 
استفاده قرار گرفتند. برای تهیه مایه تلقیح از بذور گندم 
کلونیزه‌شده با ریسه‌های قارچ رایزوکتونیا استفاده شد 
(2013 ,۵1 ۶» تحالهعلذ) ابتدا ۳۰۰ گرم بذر گندم درون هر 
ظرف شیشه‌ای ریخته شد. ۲۰۰میلی‌لیتر آب به آن اضافه 
گردید و برای سه روز متوالی در اتوکلاو سترون شد. سپس در 
شرایط کاملاً سترون بذور گندم به پتری‌های شیشه‌ای 
منتقل‌شدند و در داخل هر پتری یک دیسک میسلیومی به قطر 
۵میلی‌متر از حاشية پرگنه ۷روزه قارچ رایزوکتونیا اضافه گردید. 
پتری‌ها به مدت ۵روز در انکوباتور دمای ۲۸درجه سانتی‌گراد 
نگهداری شدند. پس از پوشش کامل بذرهای گندم با قارچ. از 
آن‌ها جهت تلقیح گیاهچه‌های سالم لوبیا در زمان چهار هفته 
پس از سبزشدن گیاه استفاده شد. برای تلقیح به مقدار۲۰گرم 
از بذرهای گندم کلونیزه شده با قارچج در اطراف ساقه هر گیاه 
ريخته شد. گلدان‌ها در گلخانه دردمای ۲۸۲ درجه سانتی‌گراد 
و رطوبت نسبی ۰٩درصد‏ نگهداری‌شدند. پس از گذشت روز از 
زمان مایه‌زنی ثبت علایم با اندازه‌گیری طول زخم ناشی از هر 
ایخولهیر روش گیاه-طورت گرفت:برای آنالید آمساری داده‌ها اه 
نرم افزار 5۳55.12 استفاده شد. آنالیز آماری با استفاده از 
آزمون‌های مقایسه‌ای 1611516211-7۷721115 تکمیل‌شده با آزمون 
6 1۷1۸00 در سطح ۲00.005 انجام شد. 


مشخصات مورفولوژیکی 

در این پژوهش شناسایی مورفولوژیکی ۳"جدایه قارچ 
رایزوکتونیای جداسازی‌شده از مناطق عمده کشت لوبیا در 
۷ 
(1991 ,.1 2 1360) صورت گرفت. بر این اساس ریسه‌های 
قارچ ذارآی قطرهای متفاوت با اتشعابات قاقمه بودکن در قاعجده 
انشعابات فرورفتگی مشخص دیده شد که یک دیوارة عرضی 
کمی بالاتر از محل فرورفتگی وجود داشت. سلول‌های 


مونيلیوئید نیز ب‌صورت زنجیره‌هایی ساده یا منشعب وجود 
داشتند. نتایج آزمون رنگ‌آمیزی هسته نشان داد که ۲۹جدایه 


چندهسته‌ای و سه جدایه دوهسته‌ای می‌باشند. تعداد هسته در 


سلول‌های ریسه در جدایه‌های چندهسته‌ای بین ۴ تا ۱۲عدد 


۱۳۵ 


متغیر بود. در جدایه‌های چندهسته‌ای اندازةٌ ابعاد سلول‌های 
میلی‌متر و قطر هیف اصلی ۱۱- ۸میکرومتر بود. در حالی که در 
جدایه‌های دوهسته‌ای به‌ترتیب آندازهة ابعاد سلول‌های 
مونيليوئید ۱۰-۱۴۱۹-۲۷ میکرومتن ابعاد اسکلروت ۰/۲-۰/۵ 
رایزو کتونیاهای چندهسته‌ای رنگ پرگنة قارچ در محیط کشت 
۸ در ابتدا سفید بود که به مرور زمان به قهوه‌ای تغییر 
رنگ می‌داد. در مورد رایزوکتونیاهای دوهسته‌ای نیز رنگ پرگنه 
در محیط کشت ۳۸ در ابتدا سفید رنگ بود که به تدریج 
کرم رنگ می‌شد. به‌طورکلی رنگ و شکل پرگنه جدایه‌ها در 
محیط کشت ۸« در مقایسه با محیط کشت ۷۷۸ متنوع‌تر 
بود. جدایههای دوهسته‌ای نیز به‌طور متعددی تولید 
اسکلروت‌های ریز کروی‌شکل می‌کردند. به‌طورکلی قارچ 
۷ 7 جداشده از این گیاه زراعی از نظر رنگ پرگنه. قطر 
ریسه. فرورفتگی در محل انشعابات ریسه. محل تشکیل دیواره 
عرضی» شکل سلول‌های مونیليوتید. تعداد هسته در هر سلول 
(2015 براتعطه]ک ۳00۳۵001 مطابفت داشت. بررسی 
آناستوموز بین ریسه‌های جدایه‌های 50/0 . در این پژوهش 
با جدایه‌های استاندارد گروه‌های مختلف آناستوموزی این گونه 
نشانگر وقوع واکنش آناستوموز بین ریسه‌های جدایه‌های 
به‌دست‌آمده از لوبیا با جدایه متعلق به ۸04 بود. تفکیک 
زیرگروه‌های مختلف این گروه آناستوموزی بر اساس واکنش 


شناسایی گونه 0107: .و تعیین گروه‌های آناستوموزی 
براساس آنالیز ,۳0۳-۲1 

الکتروفورز ناحیه 1101۸-175 تکثیرشده در واکنش 
5 با کاربرد آغازگرهای 151/854 نشانگر وجود یک باند 
به وزن مولکولی ۵۵۰جفت باز برای تمام جدایه‌های 50107 .1 
بود (شکل 1). نتایج به‌دست‌آمده با نتایج ساير محققان در 
استفاده از اين آغازگرها برای تکثیر ناحیه ژنومی مذکور در 
قارچ 50/070 .1 مشابه بود (2003 ,./4 6 اتاحجطعالننان). 

بررسی صورتگرفته در مورد تعیین گروه آناستوموزی 
جدایه‌های 50/07 .۲ به روش تماس ریسه‌ای مشخص کرد که 
تمام جدایه‌های اين گونه به‌دست‌آمده در پژوهش حاضر به 
گروه آناستوموزی ۸64 تعلق دارند. در آناستوموز ریسه‌ای 
جدایه‌های مربوط به گروه آناستوموزی ۸64 دیده شد که 
برخی از این جدایه‌ها با استرین‌های استاندارد مربوط به هر دو 
دیرگتروه‌سای آناستوموری ۳ م۸6 ۳61۲ موم 
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آناستوموز می‌دهند. بنابراین» نتایج نشان داد که برای تعیین .۲ بیماریزا در گوجه فرنگی ( > ۳00/۳۵001 
زیر گروه‌های آناستوموزی» استفاده از روش آناستوموز ریسه‌ای بر 2015 +12611) درباره توان آناستوموز هیفی میان جدایه‌های 
روی اسلاید امک‌ان‌پذیر نمی‌باشد. این نتیجه با نتایج زیر گروه‌های مختلف مربوط به گروه آناستوموزی 4( با 
به‌دست‌آمده از مطالعات انجام‌شده بر روی جدایه‌های یکدیگر مشابه بود. 
[:۹ ۳ 7 8 5 1 3 2 1 
۸ 
055 
5 
049 
027 
020 


شک ۱- نتایج ۳6۶ مربوط به ۷۸( ژنومی :10/07 .7۴ (۸) و باندهای به‌دست آمده در روش ,۳1۸-18۲1 پس از هضم محصول ۳ با 
استفاده از آنزیم‌های ]۸۲۵۲ و]7:701] برای حدابه‌های گروه آناستوموزی () ۸64 
در شکل۸ شماره‌های ۱ تا ۷ به‌ترتیب جدایه‌های 311 19182 113 34 8۳1 ۹12 و ۳۱ می‌باشند. 
1 نشانگر مولکولی سایز باندهاست. 
ع ۵۴ صمناممع0۱ 266۲ ۱۵۵۵۵00 ۳0۲۸-۱۸۲۲۳ عمط دز 0مصنههان موه 0اه ب۱۲۸ »تمصع مر ۰ ۵۴ قمع ۳۴ :1 ۲۱۵۰ 
4 0 ع6) 150۱2 606 ۲۵۲ عمصصرمصه ممتا‌نطمع۳ ]۴۱۱۸۸۵1 20 ۸۲۵۲1 مامت فاه۵۵0 ۳۵ 
۰ ,۳1۸۱ 20 ,9۳2 ,9۳1 ,فکظ ,۳2ظ ,اکاظ عمتقامع1 مطا ما 9۵۱092۵0 مج هر متتاعز مطا ما 7 ۲۵ 1 وهای 


-۲۱0 ۸4 0۶ وماها150 مطا تج 6 220 ,5 ,4 220 ,][-۲10 ۸04 01 وعاهامو1 مط) میم ظ برع مطا ما 3 20 ,2 ب کته‌طاصنل( 
٩1786 ۲‏ ۱۷۲۵160012۲ :7۷۲ 


۱۴۶ 
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جدول ۱- نتایج آزمون بیماریزایی بر روی گیاهان لوبیاقرمز چهار هفته‌ای با استفاده از جدایه‌های رایزوکتونیا سولانی 
همه مهد آمآمی ۲۳۱۱/2۵/۵۱۲۵ عصنوه عاصهام هه ۳۵۵ ۵۱0 ممامع۷ 4 جن عاععا رات‌نصهع0ط)د 0۶ قیمع :1 12016 
ععاه1501 1۳170۵0۲0۵۵ 


۱ 


گروه تاکسونومیکی ‏ میانگین طول زخم (میلی‌متر) 
عاهامو1 مامح متصمجمعد]... (رصص معا ممتعع صوع0۷) 
1 آ-110 ۸04 5590 
5102 آ-110 ۸04 "6 
51۳53 آ-110 ۸04 0 8.5 
57 آ-۲10 ۸04 6 9.5 
11 آ-10 ۸04 ۵ 19.5 
12 آ-110 ۸04 6 12.5 
13 آ-110 ۸04 »13 
9132 آ-110 ۸04 »6 14.5 
983 آ-10 ۸04 "12 
9194 آ-10 ۸04 6 15 
905 آ-110 ۸04 ۵ 19.5 
9159 آ-110 ۸04 0 27.5 
۳۳3 [-110 ۸04 28 
۳۳4 آ-10 ۸04 0 8.5 
۳۳5 آ-۲10 ۸۵04 ۵ 15 
۳9 آ-10 ۸۵04 0 15.5 


جدایه گروه تاکسونومیکی میانگین طول زخم (میلی‌متر) 


6 ام ءتط0ط230 ]1 رحصصص) ام‌صع۱ ممنعع۱ صوع]۷ 
۳۳8 -۲10 ۸4 0 19 
۳5 ۲10-11 ۸04 0 22.5 
۳6 ۲10-1 ۸4 60 9.5 
۱4 ۳10-1 ۸4 99۰ 
515210 ۳10-1 ۸4 6 11 
1 ۲۲0-1 ۸04 100 
17 ۲۲0-1 ۸04 12۰ 
8 ۲۲0-1 ۸04 0 12.5 
۳۳۹1 ۳10-1 ۸4 ۵ 14.5 
۳۳۹2 ۳10-1 ۸4 0 17.5 
۳۳7 ۳10-11 ۸4 7.0 
1-14 ۳10-11 ۸4 6 8.5 
5315 ۲10-11 ۸4 6 9 
559 ۱۱۵( 6 8.5 
14 ۱۵( 02 
986 ۵( 0 425 


۲ حروف مورد استفاده در نام جدایه‌ها معرف منطقه نمونه‌برداری هستند. *81: بجنورد, ؟۹1: شیروان و +71: فاروج 


شکل ۲- علایم بیماری ناشی از جدابه 111 قار چ 50107 000720010710 بر روی ساقه لوبیا 
ماه هه مط 0 هام ۴۳۲۵/۵/۲۵ 0۴ ۳1۸11 1501216 عظ) زا #0ععناه عصصرمام‌صصری عوهمکز( 2۰ ۲12۰ 


بدین‌ترتیب برای تعیین زیرگروه‌های آناستوموزی از روش 
۳0-۳ ناحیه زنومی ۲10۸-1۲5 استفاده گردید 
(2003 ,۵۰ 6۶ انامطهاآننا0). همان‌طور که قبلاً ذکر شد. 
ابتدا ناحية 112۸-115 تمام جدایه‌های چندهسته‌ای از طریق 
دو آغازگر اختصاصی گونة 0/07 .۲ تکثیر شد. سپس 
محصول )۳ برای تمام جدایه‌ها توسط دو آنزیم برشی 
1 و ]717101 مورد هضم آنزیمی‌قرار گرفت. مقايسة نتایج 
به‌دست‌آمده از هضم آنزیمی ناحیه ژنومی ۲1۱۸۵-115 
جدایه‌های 0/070 .۲ به‌دست‌آمده توسط این آنزیم‌های برشی 
با نتایج حاصل از مطالعات قبلی (2003 ,./۸ ۶ 0۱111610201)) 
در مورد استرین‌های استاندارد نشان داد که جدایه‌های ۸04 
متعلق به زیرگروه‌های 136-1 ۸04 و 11611 ۵64 بودند 
(شکل 1۳8). سایر محققان نیز برای تعیین زبرگروه‌های 


آناستوموزی ۸4 به‌دست‌آمده از گیاه لوبیا از آنزیم‌های برشی 
1 و 721011 استفاده کرده اند عگ العمجنانک! نطعج) 
(2010 ,چم21. از دو آنزيم برش ی ]۸۷۵1 و 7717011 به‌صورت 
همزمان در یک واکنش استفاده گردید. الکتروفورز ۲12۷۸ 
حضم‌شده بر رفی ژل آگارز ۲درصد نشان داد که ۱۷ تا از 
جدایه‌های گروه آناستوموزی ۸4 در هضم با آنزیم‌های برشی 
]۵ و ]77:70 دو قطعه در حدود اندازه‌های ۰/۲۷ و ۰/۲۰ 
کیلو باز ایجاد می‌کنند و همچنین ۱۲جدایه یک قطعه در 
یود ۰7۳۹۰ کلم با ایساد کردلت: مقاینتط ایق تتایع‌ یا تتایج 
سایر پژوهشگران (2003 ,./۸ ۶ ]ا70111610)) تعیین کرد که 
۷ جدایه از گروه آناستوموزی ۸4 به زیرگروه آناستوموزی 
110 ۸04 و ۱۲جدایه به زیرگروه 130-11 ۸۵04 تعلق دارند 
(شکل 18 ), 


۱۳۷ 
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در ایین مطالعه برای اطمینان از تشخیص گروه‌های 
آناستوموزی به روش پیوند ریسه‌ای و نیز تعیین زیرگروه‌های 
آناستوموزی از برش آنزیمی توالی ناحية استفاده گردید. 
توالی ناحية 118 به‌عنوان یک ابزار مهم در شناسایی و تعیین 
گروه‌ها و زبرگروه‌های آناستوموزی می‌باشد و نسبت به 
برخوردار است (2007 .۵1 61 صنوزماق). 


بررسی بیماربزایی 

نتایج حاصل از بررسی بیم‌اریزایی نشان داد که تمام 
جدایه‌های 50/070 .7 متعلق به -۲10 ۸04 و ۲0-1 ۸04 
بر روی گیاهچه‌های لوبیا بیماریزا بودند. همچنین از سه جداية 
رایزو کتونیای دوهسته‌ای دو جدایه علایم بیماری را ایجاد 
کردند. گیاهان شاهد که با بذور گندم عاری از قارچ مایه‌زنی 
شده بودند. هیچ علایمی از بیماری را نشان ندادند. علایم بارز 
بیماری بر روی گیاهان به‌صورت زخم‌هایی به رنگ قهوه‌ای در 
ناحیه ساقه مشاهده می‌شد (شکل ۲) که گاهی اوقات این 
زخم‌ها در سطح ريشه نیز توسعه پیدا می‌کردند. در برخی از 
جدایه‌ها که شدت بیماریزایی بیشتری داشتند. در ناحية ساقه 
باریک‌شفگی مشاهده می‌شد. که با سایر تخقیقات انجام‌شنه ذر 
وی ای ات ویس اه سار من کنتاه ترییتا 


مطابقت داشت-166502۷177 :2004 ,0۵۷۳/۹۵۲1 ک 2۱211ظ۳) 
۰ 6 0۳010 1۵527217-1 :2015 مر671ط12 عک 10۳010 
(2016 آنالیزهای آماری داده‌های آزمایش‌های بیماریزایی 
نشان داد که شدت بیماریزایی در جدایه‌های زیرگروه‌های 
به رایزو کتونیای دوهسته‌ای نیز دارای کمترین توان بیماریزایی 
بر روی گیاهچه‌ها بودند و حتی یک جدایه دوهسته ای فاقد 
توان بیماریزایی بود. اخیرا نتایج مشابهی در بررسی بیماریزایی 
گروه‌های مختلف تاکسونومیکی رایزوکتونیای بیماریزا در مزارع 


منابع 


گوجه‌فرنگی استان خراسان رضوی مشاهده شد ۴0۱0۳0۵001). 
(2015 بتتعطه 1 ک 

با توجه به سایر گزارش‌ها درمورد کاربرد جدایه‌های کم 
آزار یا غیربیم اریزای رایزوکتونیا در القای مقاوست علیه 
جدایه‌های شدیدا بیماریزای 010 27277-1طدعک) امه ۲ 
(2015 ,12۳06071 شاید بتوان در مبارزه بیولوژیک از این 
جدایه‌های دوهسته‌ای علیه جدایه‌های مخرب رایزو کتونیای 
عامل شانکر ساقه و ريشة گیاه لوبیا استفاده نمود. البته باید 
درمورد کاربرد جدایههای دوهسته‌ای علیه 50/07 .۲ 
تحقیقات تکمیلی دیگری از جمله بررسی دامنه میزبانی در 
محصولات زراعی رایج در منطقه صورت گیرد. 


نتیجه گیری 

در این تحقیق مشخص گردید که بیماری شانکر ريشه و 
ساقة لوبیا ناشی از 50/07 .7 در تمام مناطق کشت این گیاه 
در استان خراسان شمالی کم‌وبیش وجود دارد. همچنین 
مخ تفر کر آ اسر یا 4 رها ید 
زود کاکتونومیکی ات که در مرارم لوینای انستان بح رانبتان 
شمالی وجود دارد. آزمون بیماریزایی نشان داد که زیرگروه‌های 
۲107 ۸04 و ۲10۲ ۸04 از لحاظ توان بیماریزایی تفاوت 
معنی‌داری ندارند. این اولین گزارش از تعیین جایگاه دفیق 
تاکسونومیکی (تعیین ۸ و 1505) جدایه‌های قارچ مخرب 1 
3 آلوده‌کننده لوبیا در ایران است. با توجه به این که لوبیا 
پس از سیب‌زمینی دومین محصول پرارزش دنیا محسوب می 
شود و در کشور نیز از اهمیت بالایی بر وردان است. لذا ضرورت 
دارد که ره‌های کنترل این عامل قارچی که تأثیر به‌سزایی بر 
کاهش کمیت و کیفیت محصول می‌گذارد. بیش از پیش مورد 
بررسی قرار گیرد و راهکارهای مناسب جهت مدیریت این 
بیماری اندیشیده شود. 
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873-4 :71 ۱۷۲۷۵۵۱۵۵1۵4 .عمط 10۲ صتهاه بقعآمناه ۲2۵10 ۵ قه ۵ مهو 1979 5,٩۰‏ رتصملصحظ ...2 

سللح20! ,9.۳ مطعو .ظ نم .علوممصماممصه لقطامبظ ها هام متممم۳:/2۵ 1 عطلم‌تا0۵ ,1996 .1.۳۲ رعصتایی ...3 
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امصماصته انا رفممتامجع۲ فلوممصمامممهاهط ۳۱ .2002 شیک بل‌تفصتحرظ هه ویو ماک رانا رعصلاتت 4.۰ 
قمصم فص ۵۵ ۳/۱/۵۵۵0 0۶ ماموهاتاو همجمج واه۱۵۲ مممما قصه رقممم560۵۵ ٩۵2۵۵۲5‏ 22801060 
43-0۰ :92 «ع0۱0ط0۵۵0) ۲۱ .1 ۸ 20 (۸۵-2) 2 و2۳0 
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0/01 0۵610۷۵ فطل گه «ومامنها ممتقاتم۳۵ .1997 بر روولهع۱۷۱۱ 240 مرا بقاهانت) 
480-4 :87 102۷مطهم۵) ۱۲ظاظ 

0۰ .۲ مطهلمطع ۱۷۲0 -1صمصل ۱۷۱۱2 مره بیط رتصقطتامط ب.ظ رتنامم‌تهگهل بیط متتعطه 1 با ,تهعماه۳۴۵- ۳۲۵۱۵۵۵0 
-۱۱۱۲۸ عملوت ۲0 من 2۵0 ۲۵0۲ 066۲ تهعناه ۳16 289001260 ٩0۵.‏ ۵2۵۵0۵0۲۵ ۵۴ صمته10600116 عتممعره] 
285-۰ :24 ۶۵)۵00008ظ )مها ۵ اهمتامل علو امه انل۴( ۲0۴ 220 115 

مط 0۶ م۹۵۵0 20 «عمامنظ .2006 ۷۰ رصحونی مانب مضه ریم ,معمن ۲۵۱۲21 .۷۰ م0270121 60۳۴2167 
55-۰ :4 یووم امتنانه م۸ ۵۶ تمصتنژ طفنمهمد ,۵/2۵۵۵۵۲۵/ فتاصهع ۶01۲۲ 

۶ ولو لممه ملاممموماوطاط .2008 یک رفتع/۳0۳ 20 ریگ.ل مطفصصلهعاو یگ معا ریت ,2انان]-06000۷) 
-۲16 وه 02860 جع مومع مه فممام‌طروی متا حا۳۵ هر 002)60ووه ومتامتوهناد هام 0۱200۵ 
74:32-0۰ ۲۵/010 ]قاط لهمممی ۵ مزاول ۸لاانزر قو.د 

۰ ,9۲۵1006012 2040 ویکل,]۱۷ بلت۷]012 بت) ,۸12000۷۵6۵ و.ظ ب2۳0001۲06۵) و ۷ محصقطصصعا بت بتاهصهمااتای 
۰ ۲۱0090892۵ 0۶ فلورلممه ممتامتتاوع اهامای ۲۳/۱/2۵0۵ ۵۶ دامع فلومصجمافممه ۵ عطا1۲0[ 
556-۰ :49 ۱۷۱۱6۲۵۵10102۷ 0۶ اهنامز مهتلممم 

٩۵۵ ۱۵00۵ 6۵۵01۵8: 000010,‏ ۱۵/2۵۵۵0۳۵۵ 0۷ 1۳01160 وعمهعون ععه هناگ .1996 .1.۰ رتتع۲۱ 
۰ 200 206ع۲ .9 ,12021-۳1276 .9 رفص .ظ امتاجمع عوهعون همه ب«عمامطصاهم روماهعع ,مامتها عقلتا۸۵۱6۵ 
341-0۰ 00۰ .6۲1۵805ظ)۱۵ ,)۱0۲01600 روتمطوتاطانظ متصصملعمه هب تالک .(.ع0ظ) ور[ 


0 1000060 ۳2۵0۵۵ ماهممناهاها عصتاهع۷6۵0:] ,2015 .۲ بتتعطه]. 20 .۷ بلت08 ۵۳2۷۵۲27-1 
444-۰ :25 1600801027 لمح عمممزعه اماو0عم۱ظ عآمی ۵۵۱۵۳/۲۵/ افطنقعه صدعه «مملت! ما دعوه۵۵وع۲ 
2921 ط1 مره متعتم ۵۶ م0۱ 1 .2016 ٩۰‏ بتطهاته 1 20 ,..9 ب0271ع12 و.ظ متتعطه 1 ,.۷ ,۵۳2۷۵۲2-1081 
امفاظ ۵۶ هام .وعصصررجصه )صملنرمتامه مه مر0مهه ممعم17 بط ص۳1 ممت/هاع ما عمصمافلوع: 1۳00660 200 
16.0.۰ 1(01:10.10016/[.[0100۰20 ,۲۲۹101027 

۰ ,۱۷۲ ,۲۱۵۲66 200 ر.و پ۵5 ۷ 126 ویک په05ظ01و وی و122ن1 .ط.1 ر2ع0 م۲۱ ورگ رفتا0متا0مم مه رل رامع 
۶ هنال قطان ط 1‏ وام مات قیامععمتاظ ص1 ۵ ۳۲۵0۵۵ مه ۱۵0 ممقنامه 10/2200۵6٩۵‏ 
,236-3۰ :158 ۱02۷مطهم۵) ۱ظظ 

مصطنک مامی ۲ ۵۴ دامع 1۳026060116 مه فلومصمافههصه ۵ باا0مزممعمطهج 20 بزع۲۵۵10 .1987 .۸ بتطومع6 
.23-۰ :23 ۲۲۵۵۵۵0۵۲ ۵۶ هبعک آمتامخظر 


۱06۰(۰) اوزژانا .6 20 بماههع .و ,نها -ازه0هل ٩9.‏ رفص .ظ بط .۲0۱/2۵۵10۳۵ وتتصمهع 1" .1996 ه تطدمعو 
۷۵۶ .1186286000001 مه «عمامطاهم رعمامعع رعمامن تقانهعامصه رومصم‌ها مهو متمع0920] 
1-۰ 00۰ .۱۵06112005 ,)۱0۲0۲6۵۲ ,ومد تاطاناظ متصصعلهعخر 

ط ماقم عطتاههگص1 ماه ۲۱۵/۱۵۱۵۵۵ 01 و۷6 »0۵0۵0 :2015 ۰ظ ,120671 20 ریق رتاو 
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مج ممعتامتاتد ملامصمع مممتاه )2۲2۵0)۵۲12‏ ,2007 ,۷ رعاتقاط مضه یو متقامتصمصصهصههت _ ویظ . متتعطه [ 
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3283 
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مقمو ۶ هه حا۱۷۵ صرح معدطاطاهه 0۴ ۲0۲ 620 0۴ ۲600۲۲ ۳۲1۲۹۲ .2007 ۷۷۰۵۵۰ ,تا 2۳00 ر.1.۷ بقع ماگت) ,۷208 
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142-1 .0 و2018 و1 0۰ و9 ,۷۵01 


و16012666 500۰ 0۱/۵6/011۵ ۵2۵۵۵000۲ 20 عنا)های 21000۵۳0816 ]1 
۸ ۱1۱0125521 م۱۱۱0 رز باصن )۲۱۵۵0 20 صمای همه مصتفا 


۰ ۵۲۵00124( تک ۲۰ * 120671 


وه گم بانویهب نا ۱۵۲00۷۹1 یاوه ۵ امد ,رومامطاج۲ عصقاظ ۵۶ ]ممحا 12۳۵۵ ,8501ع]۲۵ظ ما90012د۸ .1 
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6 706 13 :۹6661۷60 
6 166۵۴006۳ 10 :۵0060عع 


101: 0226/1 4 


(۱۳9۱۹۵0۵۵0 

۵۹ 111107006 ۳1 قهمه ویامزهب ج1 0ماهتاانه مصصیاوع۱ اصه) 10 حح و1 ق۷۵۵۵ 0۳2۵60195 صهع ۱۵0 
مصمصاز۵ .عصم‌وعمطامم تمعم اعد ها 0عونهه مه تمعلصهه )۲۵۵ لمح ماه ,تمصع صفعظ ,ع۱۷۵۵0۲1010 
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211 1 ۲۵۵0۲۲۵0 15 قطا تمعلصه ]م۶۵ مه ماه ۵۶ فاصععه اقوناهه فنامتیهع ومع معط ۵۶ موه و1 امه 0/۱20604] 
5 0 اوه لهونیهه معط عتچ ۳/۳ 8101010۷6۵0۵0۵ظ مه عمماهه فملمعمو هلعم۲206۲ظ۴ مط1 ,قصهعط ۵۶ ول 
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عصلمناهه ٩۵۵.‏ ۳/۵/2۵۵0 0۴ فتطفاه منمجمممنه) 0 1۵0۱۷۱۵026 .وت ععطان ما 0عتهم‌ج۵ع فصوع‌ها 24 قصهع0 901 
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۶ ۹62808 م2۳01 فطل امه م۳۷۵۲ فصو ۲۵۵۲ هه ماه ۵۶ فممام‌صطرد معط ده متصفام هه ۱۵0 
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۲ عا2ع۱مناص ناه بم مهع۱م هه تمطاژه قح 1260م)مه تفه انم ۷۸۵۲۵ وعتما0ع1 لههصتا۳ .28*10 21 ۱۵10)21060 220 
0 0عصنهاد ۷۵۲۵ بلا۵ دروم 3 ۵ 2 بخناظ و۵ ۲۹۵۵0۵۸۵ ۵۶ وعلممامن) .عنامتصطههعا مصتصتهاه مسا صهمنا مط 
مف 20۵2۵ (00110018) معمه لماع ۵ 0۲ عمصعوعت عط عم همه م۱۲۵۲ مه امه نقعامباه ممتعاعل 
۵۵ ۷/۵۲۵ وماقا50] .قفممتاهتهو01۵ مصصقه فط) حصم 0ماهو)و1۳۷6 م7۵ مقطامبوظ تمصصرنه صتقجظر قطه ۵ ۷۱ 
مه «عمامطحرمصه رممامن ۶۵۲ هرمن 20 و۷۸۵۵ 3 107 28*0 26 10002060 رماهعنامنن0 ما معطوتل تاه ۸نلظ موه 
0 ۱0۱۹1۸2۵ ۵0دونام اون ۷۵۲۵ فعاهامع1 5۵۵۰ 2/۵۵۵۵ .901602 20 واه 1010لممصصر 0۶ عمرقطاه 20 ۹126 عطا 
۵ 162100۲ ۱۱۳۵-15 ۵۶ ۴ ۵/۵7 0۴ ۲۵210۲ ۲15 مظ) مم 2860 مملاهمانامصج ۳ ۲0۲ وتمصصتنم 
۲ ۱۹60 ۷۷۵5 18012165 6ظ) 0۶ 1۱۱۸۸ ۵06 .عاق1801 تمهامی ز طمقع ۵۶ ماع متصطمط22۵] عص ممتصعاعل م6 92960 
01020۸0۸03 ]01000۵00 ]5-00) فک رفعج ۵۶ تنهم م عصلونا ممنوم 115 مطا ۵۶ ممتام‌تلتآم‌صه ۳۵۴ 
0 م91 0۵۲60۵4 م۵۵ فصوتمانمصا۵ص ممامتافم ‏ ]100۸0۵ 0]0۸۵۵ 57-10100۸۵۵ 1594 200 
۰ 220 ۸۷۲۵۸۱۲ ,دوعص 2ص ممل)م1اوع )هلول 


که یاه تعطفا-م خمطاق مصتلطممممصمن)؟ 
۱۵۰ 
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موز( ع ددع1 
6 0۴ ۲0601116201008 .ومتاووا )صقان 18۶60060 مط عمتننملته صم 0عصتهاهاه ۷۵۲۵ 180121065 1۳120000812 32 
و1012 29 ,15012165 32 ععمصم .0۶مصامصظ بقانمعامصهر مه لهمنهمامصامتمصه عصلوه نام 62160 ۳/28 1501265 
۵ 4مماماوع۲ عمتاهعلاوه۲ص .و۵٩‏ ۱۵۵000۵ ماجع۵1۵۵۵۱ ۷۷۵۲۵ 3 مه هی ۰ ماهعمنامتااناهظ مه ۵۵۱۵۵60 
۰9 م۸ .ماع ۸۵۵ وهای مه فیاممع فلوممممافممه مه ۵۵00 ۷/۵2۵ 26 2221056 08 فام0۳0۵0۲ 
وماوه ۳۵۱۵۵۵۵۵101۲ ,۲۱۵-1۲ ۸4 ۵ 0عمع۱۵ع وع15012 12 0ج ]-۳۲0۵ ۸4 ۷۵۲۵ وع/15012 17 ,1501۵165 ٩0/07‏ ,1۲ 
۶ ۱6۷۵۱ 10۷۵۲ هه و۵ منممعمطاهن ۷۳۷۵۲۵ ۵/۵ ۲ ۵ وعاقا0ع1 له هط ۱۵۷۵2160 مها .هن صقعه ۲۵0 ظ۵ 
کت صقان عمط ۵۶ ماد 240 ۲۵0۵۲ 6 م۵ وم15012 1200]0812 ۵1۵۵16240 عط) ۶۵۶ ۵0۵9۵۷۵0 ۳۸2۵ 0200026010107 
۲ 1115 معط ور و12 ,۳۱0-11 4تخ 0جمه ]-۳0 04ج 0۲ وعاحامو1 مط) 10۶ ۵0و0۵ ۱۷۵۲۵ المنمععمطاهج ۵ وزع۷ع1 
40 ,۱۵۷618 وما۲0ع ناه لمح ومرتامتع فلومصطم)فممه عط م۵ رععاها180 ۲۴12060)۵812 ۵۶ وتلهاو متصطمصم‌یها امعقره ۵8 

۰ 11610 م62 1۲0۵ 


جمتعصل‌صم) 

ماو عصلوناهه رفکطم200۲ ۵ متامتع 220)0020116)] صتقود عص ور [-۳۲۵ 4تض ۵/۵ ۲ 1921 060آمجمع عه هو 6[ 
,18012165 1120000012 عاهع1مبصاظ .طم‌تهعوع ونطع ما 0عاموتاوع1۳۷ ومملعع مط) م1 ماصفام جهه‌ها وه تملصه )۲۵۵ 200 
عمط ماهع0د1۳۷6 هم ورحعوه آهعهم‌م1ه طا 0مویا ۵ عطق فعصفام صقعه مه )مماه عه )ممانمنه مو۱9 طم۱۷۱ 
۰ 0/۵7۶ ۲ 10ظ6عمطاهم باون افصتهعه ۲۵9۵08865 م9مع1ع0 )وم عممتص1 م۲ لمتاصماوم 


05 1۱۵۱۱۵۵۵1۲۵۲۱ روتا۲0ع 200000 و۷۵06 ۵660( ۳-۹۳ مطمت0اه ۲00001816 :۱۷۵۲۵6 مک 


۱۵۱ 


